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potential  consequences  for  C  dynamics  and  associated  aggregation;  (2)  The  Bangor  Free  Air 
Concentration Enrichment experiment compared ambient (330 ppmv) and elevated (550 ppmv) CO2 
regimes over  four growing  seasons  (2005–2008) under Alnus  glutinosa, Betula pendula and Fagus 
sylvatica.  Litter  from  the  experiment  (autumn  2008)  and  Lumbricus  terrestris  were  added  to 














Atmospheric  CO2  concentrations  have  increased  significantly  over  recent  decades  [1]. 
Atmospheric  CO2  taken  up  by  plants  and  incorporated  into  soil may  be  partly  protected  from 












a meta‐analysis  [9],  it was  estimated  that nitrogen  concentrations  in  leaf  litter under  eCO2 were 













Interactions  between  soil  aggregation  and  atmospheric  CO2  are  poorly  understood  with 
contrasting  findings arising  from different  studies and  limited  information on woodland  soils. A 






aggregate  stability  under  eCO2 was  found  in  grassland  soils  and  attributed  to  higher  glomalin 
production by fungi [17]. In poplar plantations, eCO2 did not affect macro‐aggregation, but increased 
micro‐aggregation, although these changes were small relative to those between poplar genotypes 
[18].  Earthworms  at  the  ORNL‐FACE  temperate  woodland  site  [3]  directly  contributed  to  the 
formation of  soil aggregates,  stabilizing  increased  carbon  inputs  resulting  from atmospheric CO2 
enrichment. 
In general, aggregate stability increases rapidly following addition of more labile organic matter 
but  effects  are  transient.  Thus,  initial  increases  in  aggregate  stability were  lost  four weeks  after 









reduce  litter quality,  thus slowing  its decomposition, and  that  this would reduce  initial aggregate 
stabilization; aggregate  formation was expected  to mitigate  this effect. Elevated CO2 effects were 

































litters  from  each  plot  representing  all  species  and CO2  regime  combinations  being  tested  (four 
replicates per treatment combination). A soil similar to that on the experimental site (Rheidol series—
Dystric  Cambisol)  was  taken  from  10–20  cm  depth  to  avoid  initial  differences  arising  from 
experimental treatments. The percentage of sand, silt and clay was 44%, 35% and 20% respectively; 
initial aggregate stability (see Section 2.2 for method) was 30%. Bulk soil was mixed thoroughly with 












formed  potential  aggregates.  Three  adult  earthworms were  added  to  each mesocosm  (Neptune 
Ecology, Ipswich). 
In  the  mesocosm  experiment,  the  first  collection  of  surface  casts  was  two  weeks  after 
commencement of litter additions; very little casting occurred prior to 2 days before this collection. 
These  materials  were  collected  three  times  a  week  and  bulked  after  air‐drying  for  the  entire 
experimental  period  (ambient  temperatures)  for  total  C  and  stability  measurements.  The  final 



















from  the  fumigated  and  non‐fumigated  samples  were  analyzed  using  a  Total  Organic  Carbon 
analyzer  (Shimadzu TOC‐5050, Shimadzu UK Ltd., Milton Keynes, UK). MBC was  calculated by 
subtracting the extracted organic carbon in the non‐fumigated samples from that in the fumigated 
samples  and using  a  standard  conversion  factor. Fungal hyphal  length was measured using  the 
membrane filtration method [27]. Soils (0.5 g) were placed in 30 mL of distilled water and shaken 
(Griffin & George Ltd., London, UK) for 1 h. The suspensions were allowed to settle, the supernatant 









loss  on  ignition  at  400  °C  for  16  h  in  a muffle  furnace  [31]  using  a  conversion  factor  of  1.724. 
Extractable (K2SO4) carbon (KSE‐C) in mesocosm aggregates and casts was estimated [32] from the C 





standard method  [34]. Air‐dry  cast and bulk  soil  samples  (10 and 50 g  respectively) were gently 
passed through an 8 mm sieve and recovered on a 4 mm sieve. Wet macro‐aggregate (>2 mm) stability 
was then measured by wet sieving (Russell Finex, Feltham, UK, model 85521) on a 2‐mm sieve for 2 





following  checks  for normality and equality of variance. The analyses  tested  two  factors;  species 
including (A. glutinosa, B. pendula and F. sylvatica) and CO2 regime (ambient and elevated); interaction 
effects were also tested. Incubation time or differences between soil and casts were not assessed as 















1b).  There were  no  other  significant CO2  regime  effects;  although  interaction  effects were  non‐




  N g∙kg−1 C:N Ratio  P g∙kg−1 Cellulose g∙kg−1 Lignin g∙kg−1  Lignin:N Ratio
(a)       
Alnus  27.95 a  16.8 b  1.95 a  71.1 b  300.9 a  10.76 c 
Betula  18.83 b  24.9 b  1.65 a  67.6 b  281.1 a  14.92 b 
Fagus  9.95 c  46.8 a  0.81 b  139.9 a  290.3 a  29.17 a 
(b)       
Ambient  20.2 a  27.6 b  1.52 a  86.0 a  283.5 a  14.03 a 




A.  glutinosa  and  F.  sylvatica. MBC,  in  contrast, was markedly  higher  (p  =  0.017)  in  A.  glutinosa 
compared to the other species; CO2 regime had no significant effects although MBC was substantially 






Soil  Cast Soil Cast 
(a)     
Alnus  133.9 ± 28.4 a  2798 ± 265 a  2.71 ± 0.59 a  12.74 ± 1.86 a,b 
Betula  157.5 ± 15.1 a  1773 ± 210 b  3.98 ± 1.59 a  19.16 ± 4.01 a 
Fagus  129.9 ± 19.0 a  2198 ± 179 a,b  0.67 ± 0.16 a  6.75 ± 1.53 b 
(b)     
Ambient  124.0 ± 14.0 a  2428 ± 250 a  2.20 ± 0.49 a  13.44 ± 2.97 a 





Respiration  in  incubated  earthworm  casts  (Table  3)  was  generally  higher  for  A.  glutinosa 
compared to B. pendula and F. sylvatica litter. Differences between A. glutinosa and F. sylvatica were 











2  6 18 22
(a)   
Alnus  5.2 ± 0.32 a  3.6 ± 0.33 a  2.5 ± 0.52 a  0.16 ± 0.12 a 
Betula  4.1 ± 0.33 a,b  2.7 ± 0.32 a,b  1.5 ± 0.25 b  0.09 ± 0.04 a 
Fagus  3.0 ± 0.47 b  1.8 ± 0.27 b  0.7 ± 0.26 c  0.13 ± 0.07 a 
(b)   
Ambient  4.1 ± 0.34 a  2.8 ± 0.29 a  0.8 ± 0.17 b  0.02 ± 0.03 b 











































experiment  (Table  4),  cumulative  respiration  was  significantly  higher  (p  <  0.001)  in  F.  sylvatica 
compared  to A.  glutinosa  and B.  pendula  (30–67 days),  but  later  (67–97 days)  only  the difference 
between F. sylvatica and B. pendula remained significant (p = 0.038). Respiration was not significantly 
affected by CO2 regime nor were there any significant interaction effects.   





Soil Day 30    Soil 30–67 Days  Soil 67–97 Days  Soil 
(a)     
Alnus  0.32 ± 0.08 a  1.09 ± 0.13 a,b  0.62 ± 0.09 a,b  1.16 ± 0.16 a 
Betula  0.45 ± 0.11 a  0.61 ± 0.08 b  0.41 ± 0.04 b  1.42 ± 0.19 a 
Fagus  0.39 ± 0.09 a  3.23 ± 0.42 a  0.86 ± 0.17 a  1.37 ± 0.15 a 
(b)         
Ambient  0.52 ± 0.08 a  1.65 ± 0.43 a  0.63 ± 0.12 a  1.08 ± 0.08 b 
Elevated  0.25 ± 0.05 b  1.64 ± 0.36 a  0.62 ± 0.09 a  1.55 ± 0.15 a 
Mean ± standard error: litter species and CO2 regime means with a common letter superscript do not 
differ significantly (p < 0.05).   
Mineralization  constant  did  not  significantly  differ  between  species  in  mesocosm  or  field 
aggregates (Table 5). The mineralization constant in recently formed casts was significantly higher (p 
=  0.028)  for A.  glutinosa  compared  to  F.  sylvatica  but  not  B.  pendula.  Elevated  CO2  significantly 
decreased  (p  =  0.035)  the  mineralization  constant  in  mesocosm  aggregates,  but  increased  it 







  Mesocosm Field   Soil  Cast Soil
(a)   
Alnus  0.0058 ± 0.0015 a  0.06172 ± 0.0033 a  0.0246± 0.0042 a 
Betula  0.0099 ± 0.0028 a  0.04750 ± 0.0057 a,b  0.0297 ± 0.0045 a 
Fagus  0.0073 ± 0.0018 a  0.03687 ± 0.0073 b  0.0322 ± 0.0031 a 
(b)   
Ambient  0.0103 ± 0.0020 a  0.04906 ± 0.0049 a  0.0235 ± 0.0021 b 



















Soil  Cast Soil Soil Cast 
(a)     
Alnus  4.17 ± 0.04 a,b  8.49 ± 0.24 a  4.91 ± 0.30 a  155.05 ± 5.04 b  413.4 ± 21.6 a 
Betula  4.23 ± 0.05 a  8.97 ± 0.44 a  4.99 ± 0.30 a  174.61 ± 4.15 a  358.3 ± 34.0 a 
Fagus  3.93 ± 0.08 b  8.66 ± 0.10 a  4.22 ± 0.12 a  144.67 ± 3.36 b  366.3 ± 24.8 a 
(b)     
Ambient  4.16 ± 0.07 a  8.79 ± 0.32 a  4.77 ± 0.23 a  163.80 ± 5.82 a  358.0 ± 25.9 a 





















Alnus  35.0 ± 2.16 b  86.9 ± 1.49 a  90.1 ± 2.20 a 
Betula  44.9 ± 4.43 a  87.5 ± 1.43 a  92.2 ± 1.40 a 
Fagus  25.8 ± 0.89 c  79.1 ± 4.48 a  88.8 ± 1.98 a 
(b)   
Ambient  36.9 ± 3.45 a  82.4 ± 3.35 a  91.3 ± 1.71 a 



































When  casts  were  incubated,  respiration  was  unaffected  by  CO2  regime  initially,  but  was 
significantly higher  for  eCO2  litter  in  the  later  stages of  cast  incubation, a  trend also  seen  in  soil 
aggregates;  there was  also  evidence of CO2 X  litter  species  treatment  interactions, with  the  later 
stimulatory  effect  of  eCO2  being  more  pronounced  in  A.  glutinosa  litter.  Again,  eCO2‐induced 






















pronounced  in  otherwise  rapidly  decomposing  litter.  Elevated  CO2  decreased  respiration  and 
mineralization constant in soil aggregates from the mesocosm trial, but the reverse was the case in 
field aggregates sampled some months after  litterfall. Other studies  [14,37] have  found  that eCO2 
stimulates  respiration  in  field  soils;  findings  reported  here  suggest  a  more  complex  and  time‐











effects  on  these  parameters  in  the  field,  as  found  in  a  previous  investigation  [22]  on  the  same 
experimental site. 
Elevated CO2 can affect soil aggregation, a dynamic property that responds to environmental 










mesocosm  experiment may  indicate mineralization  of  stabilizing  compounds;  soluble  carbon  is 
considered  a  key  source  of  energy  for microorganisms  [40]. Additionally,  organic  carbon, MBC, 
fungal hyphae and microbial activity tended to be higher in aggregates of B. pendula compared to the 
other  litters.  Some months  after  litterfall,  F.  sylvatica had  similar  aggregate  stability  to  the  other 
species in the field. F. sylvatica litter may sustain microbial activity, generating stabilizing compounds 











significant  interactions  for  respiration. Microbial  activity  enhances  aggregate  stability  soon  after 
aggregate  formation or organic  inputs  [41], but  in  the mesocosm study was negatively correlated 
with stability at day 30, suggesting that, by this stage, respiration was associated with decomposition 
of aggregate stabilizing agents. Field soils sampled some months after litterfall may have entered a 
microbial  ‘degradative’  phase  in  aggregates  receiving  the more  easily  decomposable  litter  of A. 
glutinosa and B. pendula, whereas delayed microbial decomposition of lower quality F. sylvatica litter 
may not have  reached  this phase. This  interpretation  is  consistent with  evidence  that aggregates 
formed with higher quality  litter have a  faster  turnover  than  those with  lower quality  litter  [42]. 
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Findings  relating  to  differential  eCO2  effects  are  broadly  similar  to  other  studies  [15];  thus,  the 
composition of  the vegetation cover and  its response  to eCO2 will have a significant  influence on 
outcomes for aggregation and associated parameters. 
The  effects of  earthworm activity were not directly addressed  in  this  study as  soil  and  cast 












for  the  seasonal dynamics of aggregation and nutrient  cycling. Resolving  the  complex and often 
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